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Coherent, porous collagen (I) sheet material is prepd. as follows: 
(a) natural insol. particulate -(I) is prepd. in pure form; (b) (I) is 
suspended in a weak aq. organic acid (II) soln. in particulate form, 
and (c) the suspension is freeze-dried to form the (I) sheet. This is a 
c-.i.p.' of US4374121. 

The (I) sheet material is useful as a wound dressing, burn dressing 
or haemostatic sheet, etc. The material does not adhere to wound lining 
tissue, and is compatible with antibiotics, etc. 
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© Koharentes, poroses Kollagenfolienmaterial und Verfahren zu seiner Herstellung 

Verfahren zur Herstellung eines koharenlen pordsen Kblla^ 
genfolienmatertals, bei dem man naturiiches. unldsliches, 
teilchenformiges Kollagen in praktisch reiner Form hersteflt 
und das teilchenfdrmige Kollagen in einer waflrigen Losung 
einer schwachen organischen Saure suspendlert wahrerid 
man das Kollagen in Teiichenform halt. Die Suspension wird 
gefriergetrocknet, wobei man ein koharentes. poroses, nati- 
ves Kotlagenfolienmatenal erhait. das als Wundverband, 
Brandwundenverband. hamostatische Folie od.dgl. verwendet 
werdenkann. (33 15 678) 
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Patentanmeldung 

Koharentes, poroses Kollagenfolienmaterial 
und Verfahren zu seiner Herstellung 



PatentansprUche 

1. Verfahren zur Herstellung eines koharenten, porSsen 
Kollagenfolienmaterials, dadurch g e k e n n - 
z e i c h n e ,t , daB man 

natiirliches, unlSsliches, teilchenffirmiges Kollagen 
in praktisch reiner Form herstellt, 

das teiichenfarmige Kollagen in einer waBrigen Losung 
einer schwachen organischen SSure suspendiert, wahrend 
man das Kollagen in Form von Teilchen halt, und 
die Suspension gef riertrocknet unter Bildung eines 
koharenten, porosen, nativen Kollagenfolienmaterials. 

^- Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB man natiirliches, unlSsliches, teilchenf ormiges 
Kollagen mit einer TeilchengrSBe von weniger als 
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etwa 1 mm verwendet. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB man natiirliches, unlosliches, teilchenf ormiges 
Kollagen mit einer TeilchengroBe von weniger als 
etwa 0,5 mm verwendet. 

Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB man als schwache organische 
Saure Essigsaure, Citronensaure, Milchsaure) Ascor- 
binsaure und/oder Weinsaure verwendet. 

Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB man eine Suspension verwendet, 
die bis zu etwa 5 Gew.-% teilchenf firmiges Kollagen 
enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB man eine Suspension verwendet, die bis zu etwa 
3 Gew.-% teilchenformiges Kollagen enthalt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB man eine waBrige SSureldsung 
verwendet, die bis zu 1 Gew.-% Saure eAthalt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB man das Gef riertrocknen durch- 
ftthrt, indem man die LSsung einfriert durch Tem- 
peraturerniedrigung mit einer Geschwindigkeit von 
18 bis 24°C/Stunde und die LSsung mindestens 12 
Stunden lang bei 1,33 x 10~ 1 bis 1,33 x 10~ Pa 
(10~ 3 bis 10" 5 Torr) vakuumtrocknet. 

Koharentes, poroses, natives Kollagenf olienmaterial, 
dadurch gekennzeichnet, daB es nach dem Verfahren 
nach einem der Ansprttche 1 bis 8 hergestellt ist. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft eine Weiterbildung 
der in der US-PS 4 279 812 beschriebenen Erfindung. 
Sie bezieht sich auf Kollagen, insbesondere einen- aus 
natiirlichem, unlosllchem Kollagen hergestellten Kolla- 
genschwamm. 



Unter dem hier verwendeten Ausdruck "naturliches, unlos- 
liches Kollagen" ist Kollagen zu verstehen, das in einer 
waBrigen alkalischen LSsung Oder in einer anorganischen 
Salzlosung nicht ohne chemische Modif izierung gelost 

15 werden kann, und dazu gehSren Felle bzw. Haute, Spalt- 
leder (splits) und andere Saugetier- oder Reptilien- 
felle bzw. -haute. Unter dem Ausdruck "naturliches, unlos- 
liches Kollagen" ist insbesondere das Corium (die Leder- 
haut) zu verstehen, bei dem es sich um die Zwischen- 

20 schicht einer Rinderhaut zwischen der Narben- bzw. Haar- 
seite und der Fleischseite handelt. 

Bei jungen Tieren liegt eine geringe intermolekulare und 
interfibrillare Vernetzung vor, so da8 das Kollagen bis 
25 zu einem gewissen Grade 16slich ist. wahrend des Alte- 
rungsprozesses tritt jedoch eine intermolekulare und 
interfibrillare Vernetzung auf, wodurch das Kollagen 
unlSslich wird. 

30 Die Verwendung von Kollagen in praktisch reiner Form ist 
bereits fur viele Verwendungszwecke vorgeschlagen worden, 
beispielsweise fUr BrandwundenverbSnde , wie in den US-rs 
3 939 831 und 3 514518 beschrieben, und ahnliche medizi- 
nische Anwendungen, wie in den US-PS 3 157 524 und 

35 3 628 974 beschrieben. 

Die US-PS 3 637 642 ist ein Beispiel fur ein Verfahren 
zum Auf 15 sen von unlosllchem Kollagen und Regenerieren der 
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Paser. Es sind auch bereits weitere Verfahren zur Solubili- 
sxerung und Regenerierung von Kollagen unter Verwendung 
von Enzymen zur Spaltung der intra- und interfibrillaren 
Bmdungen, wie beispielsweise in der US-PS 3 034 852 
beschrieben, sowie Verfahren zur Umwandlung von Kolla- 
genfasermassen in ein folienartiges Material, wie bei- 
spielsweise in den US-PS 2 934 44 7 und 2 934 446 be- 
schrieben, vorgeschlagen worden. 

Nach den US-PS 3 939 831 und 3 742 955 konnen medizini- 
sche Verbande bzw. Verbandsmaterialien aus Kollagen 
mit darin dispergierten Antibiotika und dgl. hergestellt 
werden, welche die Abheilung von verbrannter Haut unter- 
stUtzen. 

AuBerdem ist in der US-PS 3 742 955 faserformiges Kolla- 
gen vorgeschlagen worden, das hSmostatische und wund- 
verschlieBende Eigenschaf ten hat. Das Kollagen liegt in 
Form eines flockigen Faserprodukts vor, das unter An- 
wendung mechanischer Methoden in nicht-gewebte Gewebe 
Oder Matten (vliese) umgewandelt werden kann. 

Die vorliegende Erfindung betrifft nun einen Kollagen- 
schwamm, der seine Integritat durch chemische Bindung 
des teilchenformigen nativen Kollagens erhalt. Der erfin- 
dungsgemSBe Kollagenschwamm weist wundheilende Eigen- 
schaf ten und hamostatische Eigenschaf ten auf . 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstel- 
lung eines koharenten, porosen Kollagenfolienmaterials, 
das dadurch gekonnzeichnet ist, daB man ein natUrliches, 
unlSsliches, teilchenffirmiges Kollagen in praktisch 
reiner Form herstellt und das teilchenformige Kollagen 
in der wSBrigen Lttsung einer schwachen organischen SSure 
suspendiert, wShrend man das Kollagen in teilchenf ormiger 
Form halt. Dann wird die Suspension gefriergetrocknet 
unter Bildung eines koharenten, porSsen, nativen Kolla- 
genfolienmaterials, das als Wundverband, Brandwunden- 
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verband, hamostatische Folie odcr dgl. verwendba 



r ist. 



Das erfindungsgemaB verwendete , natiirliche, unlosliche, 
teilchenformige Kollagen stammt vorzugsweise aus einer' 
Rinderhaut, die durch Kalken enthaart, zur Herstellung 
von praktisch reinen, nativen, unlSslichen Kollagen- 
fasern entfettet und bis auf eine Teilchengrofle von 
weniger als 1 nun, vorzugsweise weniger als 0,5 nun, granu- 
liert worden ist. Die Entfettung und Granulierung kann 
mit Materialien, Vorrichtungen und unter Anwendung von 
Verfahren erfolgen, wie sie dem Fachmanne auf diesem 
Gebiet an sich bekannt sind. Wichtig ist, daB das zur 
Herstellung des erf indungsgemaBen Schwammes verwendete 
fertige, teilchenformige, native Kollagen seine Vernet- 
zungen, d.h. seine UnlSslichkeit im Wasser, waflriger 
Saure, waBriger Base oder Salz behalt, dabei jedoch 
praktisch rein bleibt, urn so die nicht-antigenen und 
nicht-allergischen Eigenschaf ten des nativen Kollagens 
aufrechtzuerhalten. 

Nach der Gewinnung des teilchenffirmigen, nativen Kolla- 
gens in praktisch reiner Form wird das teilchenformige 
Kollagen in der waBrigen LSsung einer schwachen organi- 
schen Saure dispergiert. Die waBrige LSsung der organi- 
schen SSure enthalt bis zu etwa5Gew.-% Kollagen> vor- 
zugsweise bis zu 3 Gew.-% Kollagen in Form von Teilchen. 
Die zur Herstellung der waBrigen SaurelSsung geeigneten 
Sauren sind die schwachen organischen Sauren, wie Essig- 
saure, Citronensaure, Milchsaure, Ascorbinsaure, Wein- 
saure und dgl. Vorzugsweise wird der pH-Wert der waB- 
rigen Saurelosung auf einen Wert unterhalb 4 eingestellt, 
um eine gute Dispersion des teilchenfSrmigen Kollagens 
zu erzielen, und bei Verwendung von Ascorbinsaure ist 
eine 1 %i ge Losung ausreichend, wahrend bei Verwendung 
von Essigsaure Oder Weinsaure eine 0,5 %ige Saureld- 
sung erforderlich ist. Vorzugsweise sollte der pH-Wert 
der waBrigen Losung etwa 3 bis etwa 4 betragen. 
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1 Nach der Herstellung der Losung wird die LSsung mit 
einer Temperaturerniedrigungsrate von etwa 18 bis 
etwa 24°C/Stunde eingefroren, so daB die gebildeten 
Eiskristalle extrera klein sind und die Vernetzungen 

5 oder Kollagenketten nicht spalten, so daB die Slativi- 
tat und natUrlichen unldslichen Eigenschaf ten des teil- 
chenf6rmigen Kollagens auf rechterhalten werden. Urn die 
gewUnschte Einf riergeschwindigkeit zu erzielen, wird 
die Kollagendispersion bei -60 bis -70°C in einen Ge- 
10 frier schrank gegeben. 

Die bei einer Anfangstemperatur von -60 bis -70 °C einge- 
frorene Dispersion wird dann in einen Gef riertrockner 
iiberfuhrt und bei 1,33 x 10" 1 bis 1,33 x 10" 3 Pa 
15 (10 bis 10 Torr) vakuumsublimiert. Die Gefrier- 

trocknung dauert etwa 12 bis etwa 24 Stunden bei einer 
Endtemperatur von etwa 30 °C. 

Obgleich die Zerstorung der chemischeh Bindungen im 
20 Kollagen durch Einfrieren verhindert wird, tritt eine 

gewisse minimale kryogene Zerstorung auf. Diese kryogene 
Zerstorung sorgt fur Stellen auf dem Kollagenprodukt 
fiir reaktive und assoziative Zentren, die wahrend des 
Gefriertrocknungsprozesses dieses reaktionsf ahig machen, 
25 so daB sich die einzelnen Kollagenfasern miteinander 

verbinden unter Bildung der erf indungsgemaflen koharenten 
(zusammenhangenden) Polie. 

Obgleich reaktive Zentren gebildet werden, behalt das 
30 Kollagen seine urspriinglichen Eigenschaf ten, wobei in 
der Regel die Dreif achhelixkonf iguration der .Fibrillen 
beibehalten wird und die Fibrillen ihre Ausrichtung mit 
einer axialen Periodizitat von etwa 640 8 beibehalten. 

35 Der erf indungsgemaB horgestellte Kollagenschwamm gewinnt 
^ seine integritat in dem spezifischen Gef riertrocknungs- 
verfahren unter Auf rechterhaltung seiner Nativitat 
(seines natUrlichen Charakters) . 
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In der Regel hat der erf indungsgemafl hergestellte Kolla- 
genschwamm eine Rohdichte von 0,005 bis 0,0065 g/cm 3 
und vorzugsweise eine Dicke von 5 bis 7 mm. . ' 

Es ist klar, daS die Reinheit und Nativitat (der naturli- 
che Charakter) des zur Herstellung der Dispersion ver- 
wendeten teilchenf 6rmigen Kollagens wahrend des gesamten 
Verfahrens auf rechterhalten werden miissen. 

Der erfindungsgemaB hergestellte Kollagenschwamm weist 
wesentliche Vorteile auf, wenn er fur medizinische 
Anwendungszwecke eingesetzt wird. 

Der erfindungsgemMBe Kollagenschwamm trocknet die Wunde 
aus und koaguliert die Sekrete unter Auf rechterhaltung 
seiner Kapillarwirkung und hydrophilen Wirkung auch 
nach der Aufnahme von Plasma und Sekret. Der Kollagen- 
schwamm verhalt sich somit wie eine trockene, nicht- 
retentive Kruste, die den schnellen Fliissigkeltsablauf 
erlaubt, so daB die Wunde aufgrund seines Koagulations- 
vermogens trocken bleibt und er dennoch schmerzfrei fur 
den Patienten leicht von der Wunde entfernt werden kann. 
Es wurde gefunden, dafi der erf indungsgemafle Kollagen- 
schwamm weder an dem Wundauskleidungsgewebe haftet noch 
das Gewebe durch den Kollagenschwamm negativ beein- 
fluBt wird. - 

AuBerdem ist der Kollagenschwamm mit den meisten Arznei- 
mitteln, wie Antibiotika und dgl., vertraglich, so lange 
die Poren nicht verstopft sind, und er ist in der Tat 
verwendbar in Kombination mit anderen Verbanden bzw. 
Verbandmaterialien. AuBerdem schUtzt der Schwamm die 
Wunde gegen mechanische Verletzung. 

Wegen des hohen Reinheitsgrades des zur Herstellung 
des Schwammes verwendeten nativen Kollagens und der 
Reinheit des resultierenden nativen Kollagenschwammes 
ist der Schwamm nicht-allergisch und nicht-antigen. 
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AuBerdera bietet der erf indungsgeraaBe Kollagenschwamra 
eine Reihe von physikalischen Vorteilen, da er leicht 
gelagert. und vom Behandlungspersonal leicht gehandhabt 
warden kann und auch vom Patienten leicht getragen 
werden kann, ohne da8 das Unbehagen auftritt, das norma- 
lerweise mit groflen Gazeverbanden verbunden ist. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren und das erf indungsgemafle 
Produkt werden in den nachfolgenden Beispielen naher 
beschrieben. 

Beispiel 1 

90,8 kg (200 lbs) einer frischen, mit Kalk gespaltenen 
Rinderhaut wurden in einer 272,4 kg (600 lbs) Wasser 
von 20°C und 2,7 kg (6 lbs) 37 %ige Chlorwasserstof f- 
saure enthaltenden Holztrommel behandelt. Nach dem.Ein- 
bringen der Spaltstticke, des Wassers und der Saure wur- 
de die Trommel 4 Stunden lang in Rotation versetzt. Die- 
se Anfangsstufe wurde durchgefiihrt, um restlichen Kalk 
von dem Kollagen zu entfernen. Nach der Kalkentfernung 
wurden die Spaltstticke 3 Stunden lang in der Holztrom- 
mel bei einem FlottenverhSltnis von 300 % mit Wasser 
gewaschen und das Wasser wurde jede Stunde ausgetauscht. 
Die gewaschenen Spaltstticke wurden dann mit einem "ait- 
fettungsmittel behandelt, in diesem Beispiel mit einer 
3 %igen LSsung eines nicht-ionischen oberf lachenaktiven 
Mittels, vertrieben unter dem Handelsnamen Triton X-114. 
Das Waschen der Spaltstticke wurde 5 Stunden lang bei 
Raumtemperatur in einer Holztrommel bei einem' Plotten- 
verhaltnis von 200 % durchgef tihrt . Die entfetteten 
Spaltstticke wurden 4 Stunden lang bei Raumtemperatur 
bei einem FlottenverhSltnis von 300 % mit Wasser gewa- 
schen, wobei jede Stunde das Wasser gewechselt wurde. 
Die Spaltstticke wurden durch Verschranken in der ausge- 
breiteten Form getrocknet, so daB tiberschtissiges Fett 
entfernt wurde. Das Verschranken wurde 16 Stunden lang 
bei 60'C (140°F) durchgefiihrt. Nach dem Trocknen lag 
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das Kollagen in einer verhSltnismMBig reinen Form vor 
und es wurde bei einem Flottenverhaltnis von 300 % 
2 Stunden lang in ein organisches Losungsmittel , in 
diesem Beispiel PetrolSther, eingetaucht. Die Spaltstiicke 
wurden getrocknet und zu 38 , 1 cm x 38 , 1 cm ( 1 5 inch x 
15 inch) groBen quadrat ischen Stticken zerschnitten. Die 
StUcke wurden bis zu einer Teilchengrofle von 0,032 
bis 0,4 mm pulverisiert und das Pulver wurde mit" Pe- 
trolather extrahiert und erneut getrocknet, urn rest- 
liche Ole, Fette oder ahnliche ldsliche Hautbestand- 
teile zu entfernen. Das trockene, teilchenfSrmige, 
native Kollagen wies die folgende chemische Analyse 



auf 



90,7 % 



Protein 

Salzkonzentratlon (als NaCl) 0,2 % 

AciditSt (Milliaquivalente/g) 68,7 
Hydroxyprolin 10 , 36 % 

PH-Wert (1 %i ge waBrige Dispersion) 3,5 

Die physikalisch-chemischen Eigenschaf ten des teilchen- 
f5rmigen Kollagens waren folgende: 

B/x-Kettenverhaitnis des Kollagens 34/66 
Molekulargewicht (Durchschnittswert) 140 000 
Temperaturbereich bis zur Denatu- 
rierung . ' 31 ,7-59,2°C 

Beispiel 2 

Das in Beispiel 1 hergestellte naturliche, unlosliche, 
teilchenfdrmige Kollagen wurde in einer 0,5 gew.-%igen 
wafirigen EssigsaurelSsung dispergiert. Die Dispersion 
enthielt 3 Gew.-% des teilchenf Srmigen Kollagens des 
Beispiels 1. Der pH-Wert der Dispersion des teilchen- 
fSrmigen Kollagens betrug etwa 3,5. 



Kollagendispersion wurde in eine 20 cm x 20 cm grofle 
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Schale mit einer Dicke von 10 mm eingefiihrt. 

• Die Kollagendispersion in der Scheie. wurde in einen 
Gefrierschrank bei etwa -65°C gestellt und bei einer 
Temperaturerniedrigung mit einer Geschwindigkeit von 
18 bis 24°C/Stunde eingefroren, bis sie eine Endtemperatur 
von -60 bis -70 "C erreicht hatte. Die gefrorene Losung 
in der Schale wurde in einen Gefriertrockner gestellt 
und 16 Stunden lang ein Vakuum von 1,33 x 10~ 1 bis 
1,33 x 10~ 3 Pa (10" 3 bis 10" 5 Torr) angelegt. Die 
Kollagenlosung hatte eine Anfangstemperatur von -65°C 
und nach 16-stiindiger Vakuumsublimation eine Endtempe- 

' ratur von 30 °C. 

Nach dem Erreichen der Endtemperatur von 30 °C war der 
Kollagenschwamm eine koharente (zusammenhSngende) offen- 
zellige Polie mit hamostatischen Eigenschaften, die 
Wundsekret durch die Dicke des Schwammes transport ieren 
konnte unter Beibehaltung ihrer Kapillarwirkung und 
hydrophilen Wirkung. Der Kollagenschwamm gemafi diesem 
Beispiel 2 hatte eine Rohdichte von 0,005 g/cm J und eine 
Dicke von 5 mm. 

Die Erf indung wurde zwar vorstehend unter Bezugnahme auf 
spezifische bevorzugte Ausfuhrungsformen der erfindungs- 
gemaflen Verfahren und Materialien beschrieben, es ist 
jedoch fur den Fachmann selbstverstandlich, dafl sie 
darauf keineswegs beschrankt ist, sondern daB diese in 
violfacher Hinsicht abgeSndert und modifizier.t werden 
kannen, ohnc dafl dadurch der Rahmen der vorliegenden 
Erfindung verlassen wird. 



